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論 文 の 内 容 の 要 旨
　細胞内にはシグナル伝達因子、転写因子など数多くの医薬品のターゲットとなり得る蛋白質が存在してい
るが、これら細胞内の蛋白質をターゲットとするためには細胞膜の存在が大きなハードルとなっている。そ
こで著者は、Cell-penetrating peptides（CPPs）もしくは Protein transduction domain（PTD）と呼ばれる細胞内
に cargoを運ぶ能力を持つ30アミノ酸以下のペプチドに注目した。 1988年に、HIV由来のTATペプチド（TAT）
が細胞膜を通過することが発表されて以来、TATより細胞内移行効率の良い新規の CPPの探索が行われて
いる。phage-displayを用いたランダムペプチドからのスクリーニングなども行われたが、筆者は in vitro 
virus （IVV）を用いたランダムペプチドからの CPPのスクリーニングを検討した。 IVV を用いたスクリーニ
ングでは phage-displayに比べるとスクリーニング可能なライブラリーサイズが大きく、配列に偏りが生じ
にくいことから、CPPの効率的スクリーニングが可能ではないかと考えられた。ランダムペプチドを提示す
る IVVを Jurkat細胞に添加し、細胞内に移行した IVVの遺伝子のみを回収することによって濃縮を行った。
しかし、ある程度まで CPPペプチドを濃縮する事は可能であったが、配列の収束にまでは至らなかった。
　そこで、著者は既知の CPPの解析を行い、wheel構造上にプロットしたとき Argもしくは Lysが偏って存
在する（Arg/Lysクラスター）という共通点があることに注目した。この情報をもとに、濃縮回数の異なる
6種類のライブラリーから候補配列を選択し、蛍光標識ペプチドを合成し、Flow cytometryと共焦点顕微鏡
で細胞内移行性を調べたところ、TATと同等以上の移行活性をもつ No.14 と No.15 という新規 CPP候補を見
出した。これらは Arg/Lysクラスターを形成すること以外に、同一濃縮段階のライブラリー由来であるとい
う事と Trp残基を 2つ持つという共通点性が存在した。さらに、このライブラリーからこれらの共通点を利
用して候補配列を選択し、細胞内移行性を調べた結果、新たに 7種類の新規 CPP候補が見つかった。今回
得られた 9種類の新規 CPP配列の中では、No.14 が CHO、HeLaおよび Jurkat細胞いずれの細胞でも TATよ
り優れた細胞内移行活性を示し、毒性も TATとほぼ同等であった事から、TATに代わる CPPとなる可能性
が示された。そこで、No.14 の改変検討を行って、細胞内移行性が亢進する改変体の取得と細胞内移行に重
要なアミノ酸の同定を行った。 No.14 の特徴は、wheel構造上にプロットした時に両親媒性を示すことから、
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penetratinや pVECと同じ secondary CPP （saCPP）に分類されると考えられた。そこで、saCPPの特徴である
陽性荷電をもつアミノ酸および Trpに注目して改変を行った。その結果、Arg、Lysおよび Trpが細胞内移
行に重要であるのは明らかであったが、細胞内移行における貢献度合はそれぞれのアミノ酸で異なっていた
（Trp3<Arg12<Arg1 ＜ Arg5, Arg13 ＜ Trp6）。また、Trpの数を 3個に増加させること、および Lysを Argに置
換する事によって低濃度における細胞内移行効率が亢進する事が明らかになった。 Trpの重要性が明らかに
なったので、2個の Trpを他の疎水性アミノ酸に置換することを検討したところ、かさ高い疎水基をもつア
ミノ酸が細胞内移行に重要である事が分かった。
　以上の事より、著者は、No.14 については細胞内移行性が TATに比べて非常に高く、毒性も低い事から、
TATに代わる CPPになる可能性があり、また No.14 の改変情報を利用する事により既知の saCPPの改変に
ついても可能であると考えている。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　本研究において、第二章では網羅的な CPP探索のために新規技術である in vitro virus 法を用いたランダム
ペプチドからのスクリーニングを行い、ライブラリーからの CPPの濃縮を達成した。配列の収束にまでは
至らなかったことから、既知の CPPに共通の特徴に着目した新たなスクリーニングを加えることによって、
9種類の新規 CPPを見いだした。第三章では、得られた CPPのうち細胞種によらず細胞内移行が高く、毒
性が低く、両親媒的性質を持つ No.14 について詳細に改変を試みた。その結果、細胞内移行効率の高い改変
体を得ただけではなく、細胞内移行に重要なアミノ酸が Arg/Lysのクラスターと疎水性アミノ酸のクラス
ター、および wheel構造上で疎水性アミノ酸のクラスターの近傍に存在する Trpが重要であることを見出し
た。新規 CPPの網羅的スクリーニングは世界的にも成功例があまりなく、細胞移行性が非常に高い上に毒
性が低い新規 CPPを得たということは、今後の新規 CPPのスクリーニングの参考になると考えられた。さ
らに、No.14 の改変体の検討結果は、他の両親媒性 CPPの改変にも重要な情報を与えると考えられた。 
No.14 については、今後の実用化研究の更なる発展が期待される。
　以上のように、著者は新規 CPPの探索と改変について独創的な研究を行い、医薬品の DDSや遺伝子導入
などに応用可能な CPPを取得したと判断される。
　よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
